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第 1章 はじめに 
1.1. 緒言 
 脳卒中は、先進国において主な死亡原因であり、また現在増え続ける 60歳以
上の高齢者において Quality of Life (QOL) を著しく損なう主な原因疾患である 
(Go et al., 2013)。脳卒中は出血性と虚血性に分けられるが、虚血性脳卒中である
脳梗塞が全体の約 70～80%を占める (Warlow et al., 2003)。脳梗塞の主な原因は、
血栓性および塞栓性の血管閉塞である (Warlow et al., 1998)。その結果、脳への
血流が遮断あるいは低下することにより、その血管が支配する脳組織が障害を
受ける。発症早期の脳梗塞では、完全に脳血流が遮断された完全脳虚血部位 
(core) と、その周囲に残存血流が認められる虚血周辺部位 (penumbra) と呼ばれ
















治療可能時間は発症 3 時間以内と制限されていた (The National Institute of 
Neurological Disorders and Stroke t-PA Stroke Study Group, 1995)。近年では、2008
年に欧州で実施された観察試験および介入試験の結果から (Wahlgren et al., 2008, 














MK-801は、前臨床試験において非常に有効であったが (Kamiya et al., 2005)、
心・腎毒性により中止された (Davis et al., 2000)。そのほか脳梗塞における神経
細胞死のメカニズムから、カルシウムチャネル拮抗薬 (Gelmers et al., 1990, Horn 
et al., 2001)、ナトリウムチャネル拮抗薬 (Diener et al., 2000)、γ-アミノ酪酸受容
体作動薬 (Lyden et al., 2002)、オピオイド受容体拮抗薬 (Clark et al., 2000) とい
った数多くの脳保護薬の臨床試験が試みられたが、いずれも有効性を示せなか
った。その後、免疫抑制剤である FK506 (Maeda et al., 2002)、アストロサイト活
性化抑制薬である ONO-2506 (Tateishi et al., 2002)、Rho キナーゼ阻害薬である塩





 Suppress Calcium influx
Suppress Neurotransmitter Release
Enhance Neurotrophic Factor Production



















 Inhibit Cerebral Vessel Constriction
 Induce Hypothermia
Decrease Inflammatory cytokine production
いる。また近年、その有効性が期待された一酸化窒素トラップ剤である NXY-059
は、やはり大規模臨床試験においてその有効性が見出せなかった (Shuaib et al., 
2007)。したがって現状、世界的に承認された脳保護薬はない。 
 カンナビノイド (Cannabinoid: CB) 受容体は、大麻草の主要成分である Δ9- 
tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) の受容体として同定された  (Gaoini and 
Mechoulam, 1964)。これまでに CB受容体は、CB1 受容体 (Matsuda et al., 1990)
と CB2 受容体 (Munro et al,. 1993) が同定され、CB1 受容体は主に脳に発現し、
CB2 受容体は脾臓および扁桃腺に多く発現していることが知られている 
(Galiegue et al., 1995、Herkenham et al., 1990)。CB受容体を活性化した際の生理的
作用として、グルタミン酸の遊離抑制や N-および Q-typeカルシウムチャネルの
















Fig. 1. The physiological roles of CB1/CB2 receptor 
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 実際に CB 受容体と脳梗塞との関連について、CB1 あるいは CB2 受容体ノッ
クアウトマウスでは脳梗塞が増悪するという報告がある (Parmentier et al., 2002, 
Zhang et al., 2009)。また CB受容体のリガンド (植物由来リガンド、内因性カン
ナビノイドおよび合成カンナビノイド) により神経細胞死が抑制されることが
報告されている (Nagayama et al., 1999, Grundy et al., 2002)。そこで我々は、CB
受容体作動薬の脳梗塞治療薬としての可能性をさらに検証する目的で、新規構
造を有する CB 受容体作動薬の探索を開始して、強い CB1/CB2 受容体結合活性 
(ヒトにおける IC50：CB1；6.3 nmol/L、CB2；0.74 nmol/L) および強力な脳保護
作用を有する TAK-937 [N-[(3R)-7-[(1R)-1-Hydroxyethyl]-3-(4-isopropylphenyl)- 
4,6-dimethyl-2,3-dihydro-1-benzofran-5-yl]-3,3-dimethylbutanamide] を 見 出 し た 






t-PA が適応される脳梗塞患者に併用される場合、および (3) t-PA あるいは血行
再建療法により血流が再開された脳梗塞患者に適応される場合が想定される 


















 TAK-937 [N-[(3R)-7-[(1R)-1-Hydroxyethyl]- 3-(4-isopropylphenyl)-4,6-dimethyl- 
2,3-dihydro-1-benzofran-5-yl]-3,3-dimethylbutanamide]は、武田薬品工業株式会社 














(1); Arteries of these patients are permanently occluded → Efficacy of agents in permanent occluded model
(2); These patients are applied to t-PA → Combination study of agents with t-PA in thrombotic or embolic model
(3); t-PA will accomplished recanalization→ Efficacy of agents in ischemic-reperfusion model
(1)
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(大阪) にて合成されたものを使用した。2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD) 
は、Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA) より購入した。t-PAは、協和発酵キリン
株式会社 (東京) より購入した。ヘパリンは、味の素製薬株式会社 (東京) より
購入した。ヘパフラッシュ (100 単位) は、テルモ株式会社 (東京) より購入し
た。生理食塩水および注射用生理食塩水は、大塚製薬株式会社 (東京) より購入
した。2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC)、0.5% メチルセルロースおよびロ
ーズベンガルは、和光純薬工業株式会社 (大阪) より購入した。ペントバルビタ
ールは、大日本住友製薬株式会社 (東京) より購入した。フローセン (ハロセン) 
は、武田薬品工業株式会社より購入した。Tumour necrosis factor-α (TNF-α)、
Interleukin-1β (IL-1β)および Interleukin-6 (IL-6) の ELISA kit は、R&D systems 
(Minneapolis, MN, USA) より購入した。AM251 は、TOCRIS (Bristol, UK) より購
入した。Sprague Dawley (SD) 系ラットは、日本クレア (東京) より購入した。
F344 系ラットは、日本エスエルシー (静岡) より購入した。その他の試薬は、
和光純薬特級試薬を用いた。 
1.3. 略語 
BT:  body temperature 
CB:  cannabinoid  
HPBCD: 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin 
HR:  heart rate 
IL-1β:  Interleukin-1β 
IL-6:  Interleukin-6 
MABP:  mean arterial blood pressure 
MCA:  middle cerebral artery 
MCAO:  middle cerebral artery occlusion 
NMDA:  N-methyl-D-aspartate 
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PaCO2:  partial arterial carbon dioxide 
PaO2:  partial arterial oxygen 
PIT:  Photochemically induced Thrombosis 
p-MCAO: permanent middle cerebral artery occlusion 
QOL:  Quality of life 
SEM:  Standard error of the mean 
sO2:  oxygen saturation 
SD:  Sprague Dawley 
t-PA:  tissue-type plasminogen activator  
TNF-α:  Tumor necrosis factor-α 




第 2 章 カンナビノイド受容体作動薬 TAK-937
の脳保護効果および治療可能時間の検討 
2.1. 序文 





















(RS)-α-amino-3-hydroxy- 5-methyl-4-isoxazole propionic acid 受容体拮抗薬である
2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoylbenzo (f)quinoxaline、および NMDA 受容体拮抗薬
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である MK-801 は、若齢動物を用いた中大脳動脈閉塞 (middle cerebral artery 
occlusion; MCAO) モデルでは薬効を示すものの、老齢動物では薬効を示さない 
(Suzuki et al., 2003)。以上から、臨床における有効性を推測する上で老齢動物を
用いた検討は適切かつ必要不可欠であると考えられる。 
 本検討に用いた p-MCAOモデルは、Photochemically induced thrombosis (PIT) モ
デルをもとに作製した。PITモデルは、ローズベンガルと緑色光を用いて一重項






p-MCAOモデルとして、Tamuraモデル (Tamura et al., 1981a, b) と呼ばれる目的
血管を電気的に焼灼するモデルが薬効評価に汎用されているが、本試験に使用
した SD系ラットでは血管走行に個体差の大きいことが報告されている (Rubino 











 試験には、雄性 Jcl:SD ラット (日本クレア株式会社) を 7週齢で購入し、若齢
ラットでの薬効評価試験および血液ガスパラメータの測定に供した。循環器パ
ラメータ測定試験は、雄性 Jcl:SD ラット (日本クレア株式会社) を 6週齢で購入
し、7週齢の時点で送信器を埋め込み、8週齢の時点で測定に供した。老齢動物
を用いた試験では、25ヶ月齢の F344/N rats (日本エスエルシー) を使用した。こ











TAK-937は、1.0 mg/mLになるように 10% HPBCD に溶解した後、0.5 mg/mL
の濃度になるように大塚注射用蒸留水 (大塚製薬) により希釈した。 
 循環器パラメータ測定試験では、5% HPBCD を用いて、上記 0.5 mg/mL の
TAK-937溶液を 125 µg/mL (100 µg/kg/h 投与群、導入および維持投与用) および
37.5 µg/mL (30 µg/kg/h 投与群、導入および維持投与用) に希釈した。この
TAK-937 溶液を、MCAO 処置 1 時間後からインフュージョンポンプを用いて大
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腿静脈に留置したカテーテルより 1.8 mL/h で 10分間導入投与した後、0.24 mL/h
で 24 時間持続投与した。vehicle 群には 5% HPBCD を薬物投与群と同条件で投
与した。 
 脳梗塞体積評価試験および血液ガスパラメータ測定試験では、5% HPBCD を
用いて、0.5 mg/mLの TAK-937溶液を 250 µg/mL (100 µg/kg/h 投与群、導入およ
び維持投与用)、75 µg/mL (30 µg/kg/h投与群、導入および維持投与用) および 25 
µg/mL (10 µg/kg/h 投与群、導入および維持投与用) に希釈して投与溶液とした。
薬液はインフュージョンポンプを用いて、大腿静脈に留置したカテーテルより
0.9 mL/h で 10分間導入投与し、その後 0.12 mL/h で閉塞 24時間後まで持続投与
した。また、vehicle群には 5% HPBCDを薬物投与群と同条件で投与した。 
2.2.3 p-MCAO モデルの作製 
 p-MCAOモデルは、PITモデル (Umemura et al., 1993) をもとに作製した。中




間に歯科用ドリルにて約 5 mm の楕円形の骨窓を作製した。MCA を確認後、ロ
ーズベンガル (20 mg/kg) を尾静脈より投与した。その直後に、キセノンランプ
冷光源 (浜松ホトニクス社 (L-4887)) を用いて、骨窓下の硬膜上より波長540 nm
の緑色光を 10 分間照射して、嗅索 (Olfactory Tract) 上を横切る MCA 本幹およ
びレンズ核線条体動脈 (Lenticulostriate Artery) を血栓性に閉塞した。閉塞を確認
後、硬膜およびくも膜をマイクロメスにて切開し、骨窓内を横走する嗅索内側































Fig. 3. Schema of middle cerebral occlusion by photochemical induced thrombosis 
A cranial window was opened and the main trunk of the left MCA was identified through the dura 
mater. Photo illumination with green light (wavelength, 540 nm) was accomplished by using a xenon 
lamp with a heat-absorbing filter and a green filter. While Rose Bengal (20 mg/kg) was injected 
intravenously, photo illumination was directed to the MCA for 10 min using an optic fiber mounted 
on the cranial window. Complete photothrombotic occlusion of MCA was confirmed visually 
through an operating microscope, followed by the occluded arteries were cauterized electrically. 
ACA; Anterior Cerebral Artery, MCA; Middle Cerebral Artery, PCA; Posterior Cerebral artery, ICA; 
Internal Carotid Artery, LSA; Lenticulostriate Artery 
2.2.4 循環器パラメータの測定 
 本試験には、テレメトリ送信器 (TL11M2-C50-PXT；Data Sciences International
社) を用いた。動物は、テレメトリ送信器の装着前日に絶食した。テレメトリ送







システム (Data Sciences International 社) を使用して、p-MCAO処置前、投与直
前、p-MCAO処置 6 時間後および 24時間後の体温 (Body Temperature; BT)、平




 ポリエチレンカニューレ (夏目製作所；SP-10) にて作製した採血用カニュー
レは、実験の前日に 2%ハロセンにて麻酔した動物の大腿動脈に挿入・留置した。
薬液の投与および p-MCAO 処置は前述 2.2.2 および 2.2.3 に準拠した。血液ガス
測定用血液のサンプリングは、p-MCAO 処置前、投与直前、p-MCAO 処置 6 時
間後および 24時間後に大腿動脈に留置したカニューレからペパリン存在下に採
取した。採血した血液は、速やかにポータブル血液分析器 (iSTAT Analyzer 200; 
扶桑薬品工業株式会社) にて動脈血炭酸分圧  (arterial carbon dioxide partial 
pressure: PaCO2)、動脈血酸素分圧 (arterial oxygen partial pressure: PaO2)、酸素飽
和度 (oxygen saturation: sO2)、重炭酸イオン濃度 ([HCO3
-
]) および pHを測定し










Tp：その時点での直腸温 (i-STAT 取扱説明書より) 
2.2.6 脳梗塞体積の測定 
 p-MCAO処置 48 時間後、ラットを屠殺し、脳を摘出した。ブレインスライサ
ー (ASI instrument、RBM-4000C) を用いて、前脳より 1 mm の位置から終脳へ向
け、2 mm 幅の前額冠状断切片を 6枚作製した。脳切片は、生理食塩水にて溶解
した 1% TTC 中で 37.0°C で 15分間反応させて染色した。TTC はミトコンドリ







脳梗塞面積 = (虚血側ピクセル数－健常側ピクセル数) / 単位面積あたりのピク
セル数 
 
脳梗塞体積 = ((1枚目の脳梗塞面積+2枚目の脳梗塞面積) + (2枚目の脳梗塞面積 
+ 3枚目の脳梗塞面積) + (3枚目の脳梗塞面積 + 4枚目の脳梗塞面積) + (4枚目の
脳梗塞面積 + 5枚目の脳梗塞面積) + (5枚目の脳梗塞面積 + 6枚目の脳梗塞面
PaCO2 (Tp) = PaCO2 x 10
0.019(Tp-37)
PaO2 (Tp) = PaO2 x 10
5.49 x 10-11 x PaO2
3.88 + 0.071




-] = pH(Tp) + logPaCO2 (Tp) - 7.608
sO2 (Tp) = 100
X3 + 150X
X3 + 150X + 23400
(X = PaO2 (Tp) x 10                                        )
(0.48(pH(Tp)-7.4)-0.0013(HCO3
--25))
pH (Tp) = pH-0.0147(Tp-37)+0.0065(7.4-pH)(Tp-37)
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積)) × 厚さ (2 mm) ÷ 2 
2.2.7 統計解析 
 データはすべて平均値 ± 標準誤差 (mean ± SEM) で示した。TAK-937 の
生理学的パラメータに及ぼす影響については、各時点における vehicle 群に対し
て、片側パラメトリック Williams 検定あるいは Shirley-Williams 検定を用いて有
意差検定を行った。有意基準は危険率が 2.5%未満 (P < 0.025) とした。若齢ラッ
トを用いた梗塞体積の評価の有意差検定は、vehicle 群に対して、片側パラメト
リックWilliams検定を用いて行い、有意基準は危険率が 2.5%未満 (P < 0.025) と
した。老齢ラットでの梗塞体積の評価の有意差検定は、vehicle 群に対して、
Student’s t 検定を用いて行った。有意基準は危険率が 5%未満 (P < 0.05) とした。
すべての統計解析は SAS 前臨床パッケージ version 5.0 (SAS institute, Japan) を
用いて実施した。 
2.3. 結果 
2.3.1 TAK-937による p-MCAO処置 1時間後投与における脳
梗塞体積縮小効果 
 ラット p-MCAOモデルにおける TAK-937の脳保護効果および用量依存性を検
討するために、p-MCAO処置 1時間後より TAK-937を 24時間後まで静脈内より
持続的に投与してp-MCAO処置48時間後における梗塞体積の縮小効果を検討し
た (Fig. 4A)。その結果、vehicle群 100.0 ± 3.6%に対し、TAK-937 投与群の梗塞
体積は、それぞれ 90.3 ± 3.3% (10 µg/kg/h) と 72.8 ± 5.4% (30 µg/kg/h) であった 
(Fig. 4B)。以上の結果より、閉塞 1 時間後から投与した条件において TAK-937






















































Fig. 4. Protective effect of TAK-937 on cerebral infarction after permanent middle cerebral 
artery occlusion in young adult rats. Intravenous infusion of vehicle or TAK-937 was started 1h 
after the p-MCAO and terminated 24 h after the p-MCAO, and brains were obtained 48 h after the 
p-MCAO (A). TAK-937 significantly reduced infarct volume in a rat p-MCAO model (B). Data are 
indicated as the mean ± SEM. Significant differences from vehicle-treated group are indicated by 
#P<0.025 (one-tailed Williams’ test). The number in parentheses shows the number of rats used. 
2.3.2 脳梗塞病態下におけるTAK-937の循環器系パラメータ
に及ぼす影響 
 ラット p-MCAO モデルにおいて、血圧、心拍数および体温に及ぼす TAK-937
の影響を経時的に検討した。TAK-937は p-MCAO処置 1時間後から 24時間後ま
で静脈内より持続的に投与した。測定結果は、Table 1 にまとめる。p-MCAO処
17 
Table 1.  Cardiovascular parameters in young-adult rats with p-MCAO. 
 
 
Data are indicated as the mean ± SEM.  
Cardiovascular parameters and body temperature 0; n=3, 30; n=4, 100; n=3  
#P < 0.025 vs. corresponding vehicle group by one-tail Williams test 
*P < 0.025 vs. corresponding vehicle group by one-tail Shirley-Williams test 
 TAK-937 Before 
p-MCAO 
Just before  
administration 
6 h after 
p-MCAO 
24 h afer  
p-MCAO  (µg/kg/hr) 
MABP 0 106.9 ± 4.5 110.4 ± 3.2 104.8 ± 3.4 103.2 ± 6.9 
(mmHg) 30 109.9 ± 2.5 124.8 ± 3.4 96.5 ± 6.2 112.9 ± 2.0 
 100 97.7 ± 4.3 110.8 ± 4.3 90.3 ± 7.0 103.2 ± 1.7 
HR 0 348.5 ± 13.5 370.8 ± 7.1 413.8 ± 24.3 347.6 ± 10.5 
(bpm) 30 352.5 ± 20.2 420.4 ± 47.7 345.9 ± 17.9 332.1 ± 20.1 
 100 345.8 ± 19.9 431.4 ± 45.1 276.0 ± 63.4 # 361.5 ± 30.8 
BT 0 37.8 ± 0.3 37.7 ± 0.2 38.6 ± 0.2 38.4 ± 0.2 
(ºC) 30 37.9 ± 0.4 38.1 ± 0.3 36.4 ± 0.5 * 38.0 ± 0.5 
 100 37.3 ± 0.2 37.9 ± 0.3 35.0 ± 1.5 * 37.6 ± 0.4 
置前および投与直前において vehicle群とTAK-937投与群を比較した結果、血圧、
心拍数および体温いずれのパラメータにおいても有意な差は認められなかった。
p-MCAO 処置 6 時間後 (TAK-937 投与 5 時間後) において TAK-937 (30 および
100 µg/kg/h) は、vehicle投与群と比較して、血圧に対して作用を示さなかったが、





















 ラット p-MCAO モデルにおいて、血液ガスパラメータとして PaCO2、PaO2、
18 
Table 2.  Blood gas parameters in young-adult rats with p-MCAO. 
 
Data are indicated as the mean ± SEM.  
Blood Gas Parameters 0; n=7, 30; n=8, 100; n=5 
#P < 0.025 vs. corresponding vehicle group by one-tail Williams test 
 TAK-937 Before 
p-MCAO 
Just before  
administration 
6 h after 
p-MCAO 
24 h after  
p-MCAO  (µg/kg/hr) 
PaO2 0 89.3 ± 3.3 86.7 ± 1.8 95.2 ± 1.3 96.5 ± 1.2 
(mmHg) 30 84.6 ± 2.7 88.2 ± 1.4 84.7 ± 1.4 # 86.9 ± 1.1 # 
 100 84.9 ± 1.7 90.7 ± 0.7 77.5 ± 1.8 # 84.0 ± 0.8 # 
PaCO2 0 40.0 ± 1.1 38.1 ± 1.3 36.1 ± 0.8 36.2 ± 0.7 
(mmHg) 30 39.3 ± 1.1 39.7 ± 0.8 41.3 ± 0.6 # 41.2 ± 0.5 # 
 100 42.0 ± 0.6 38.4 ± 1.2 45.2 ± 0.9 # 43.3 ± 0.6 # 
sO2 0 97.4 ± 0.3 97.1 ± 0.2 98.1 ± 0.1 98.1 ± 0.1 
(%) 30 96.5 ± 0.3 97.3 ± 0.1 97.1 ± 0.1 # 97.4 ± 0.1 # 
 100 96.9 ± 0.2 97.7 ± 0.1 96.1 ± 0.2 # 96.7 ± 0.1 # 
pH 0 7.49 ± 0.02 7.47 ± 0.01 7.51 ± 0.01 7.49 ± 0.01 
 30 7.48 ± 0.01 7.47 ± 0.01 7.49 ± 0.01 7.50 ± 0.01 
 100 7.46 ± 0.01 7.49 ± 0.01 7.49 ± 0.01 7.46 ± 0.01 
HCO3
-
 0 30.2 ± 0.8 27.6 ± 1.3 28.5 ± 0.9 27.5 ± 1.0 
(mmol/L) 30 29.1 ± 0.5 29.0 ± 0.7 31.7 ± 0.8 # 32.4 ± 0.8 # 
 100 30.0 ± 0.4 29.1 ± 0.6 34.1 ± 0.6 # 30.7 ± 0.5 # 
sO2、[HCO3
-
]および pH に対する TAK-937 の影響について検討した。TAK-937
は p-MCAO 処置 1 時間後から 24 時間後まで静脈内より持続的に投与した。測
定結果は Table 2にまとめる。p-MCAO処置前および投与直前における血液ガス
パラメータを vehicle 群と TAK-937 投与群とを比較した結果、いずれの群にお
いても有意な差は認められなかった。p-MCAO 処置 6 時間後 (TAK-937 投与 5




































































































































vehicle : 280.2 ± 10.4 mm3
(µg/kg/h)
2.3.4 TAK-937 の脳梗塞体積縮小効果における治療可能時間 
 TAK-937の治療可能時間を検討する目的で、前述の p-MCAO処置 1時間後か
らの投与に加え、p-MCAO処置 3、5および 8時間後から投与を開始し、その脳
梗塞体積の縮小効果について検討した (Fig. 5A)。その結果、p-MCAO処置 3時
間後からの投与における脳梗塞体積は、vehicle群 100.0 ± 3.4%に対し、TAK-937
投与群の梗塞体積は、それぞれ 81.2 ± 3.4% (30 µg/kg/h) および 58.3 ± 7.3% (100.0 
µg/kg/h) であり、いずれの用量でも有意な差 (P<0.025) が認められた (Fig. 5B)。
p-MCAO処置 5時間後からの投与では、vehicle群 100.0 ± 4.3%に対し、TAK-937
投与群における梗塞体積は、79.1 ± 4.5% (30 µg/kg/h) と 75.4 ± 3.9% (100 µg/kg/h) 
であり、いずれの用量でも有意な差 (P<0.025) が認められた (Fig. 5C)。p-MCAO
処置 8時間後投与においては、vehicle群 100.0 ± 3.7%に対し、TAK-937投与群の
梗塞体積は、それぞれ 102.8 ± 7.3% (30 µg/kg/h) と 95.1 ± 9.6% (100 µg/kg/h) であ
り、いずれの用量でも有意な差は認められなかった (Fig. 5D)。 









































































































































































































































Fig. 5. Therapeutic time window of TAK-937 on cerebral infarction in young-adult rats with 
p-MCAO. 
Intravenous infusion of vehicle or TAK-937 was started 3 h (B), 5 h (C), and 8 h (D) after p-MCAO 
and was terminated 24 h after p-MCAO and brains were isolated 48 h after p-MCAO (A). TAK-937 
produced a significant reduction of infarct volume in the model of p-MCAO, even if administered 5 
h after p-MCAO. Data are indicated as the mean ± SEM. Statistically significant differences from 
vehicle-treated group were indicated by a one-tailed Williams test (#P<0.025). The number in 






































vehicle; 189.1 ± 11.5 mm3
(B)
2.3.5 老齢動物における TAK-937 の脳梗塞体積の縮小効果 
 老齢動物における TAK-937 の脳保護効果を検討するために、p-MCAO 処置し
た老齢ラットに処置 1時間後から 24時間後までTAK-937 (100 µg/kg/h) を静脈内
より持続的に投与して、脳梗塞の縮小効果を検討した (Fig. 6A)。その結果、
vehicle群 100.0 ± 4.4%に対して、TAK-937 投与群の梗塞体積は 81.7 ± 6.0% で
あった。以上から、25 ヶ月齢という老齢ラットにおいても TAK-937 は有意 



















Fig. 6. Effect of TAK-937 on infarct volume in aged rats with p-MCAO 
TAK-937 was infused at 100 µg/kg/h intravenously 1 h after p-MCAO; the infusion was terminated 
24 h after p-MCAO, and brains were isolated 48 h after p-MCAO (A). TAK-937 produced a 
significant reduction of infarct volume in the model of p-MCAO (B). Data are indicated as mean ± 
SEM. Statistically significant differences from the vehicle-treated group were indicated by a t test 




















処置 1時間後からの投与に加え、p-MCAO処置 3、5および 8時間後投与による
TAK-937 の脳梗塞体積縮小効果について検討した。その結果、p-MCAO 処置 3
および 5 時間後投与において、用量依存的かつ有意な脳梗塞体積縮小効果が確
認された。以上の結果より、TAK-937 は p-MCAO モデルにおいて少なくとも 5
時間の治療可能時間を有することが示唆された。本試験に用いたモデルと同様
の p-MCAO モデルにおいて、脳梗塞形成は MCA 閉塞後約 6 時間以内に急速に
進展し、その後の進展はごくわずかであることが報告されている (Takamatsu et 
al., 1998)。すなわち本モデルにおいて penumbra領域の存在時間は、閉塞後 6時
間以内と考えられる。事実、MCA閉塞 8時間後からの TAK-937 投与では脳梗塞
縮小効果が認められなかった。これらのことから、救済可能なペナンブラ領域




があることから (Adeoye et al., 2006)、通常、脳梗塞急性期には血圧を低下させ
ないことが望まれる。そこで、p-MCAO モデルにおいて TAK-937 の血圧および
心拍数に及ぼす影響を検討した。その結果、TAK-937 はいずれの用量において
も有意な血圧低下を示さず、血圧に影響しないことが示唆された。一方、TAK-937





は影響しないことが推察される。また TAK-937 は p-MCAO処置後 6時間後にお









塞患者の血液ガスパラメータにおいて sO2が特に重要であり、92% (Adams et al., 






 老齢動物における p-MCAOモデルにおいて TAK-937は、有意な脳保護効果を
示した。老齢動物では若齢と比較して、脳内の側副血行路の機能が低下してお
り、脳梗塞巣が拡大するという報告がある (He et al., 1997)。また若齢と比較し
24 
て、老齢動物では脳組織自体が酸化障害などに対して脆弱性であるために、脳
梗塞が急速に進展するという報告がある (Popa-Wagner et al., 2007)。さらには、
老齢動物を用いた全脳虚血再灌流モデルにおいて、脳内微小血管では白血球の
遊走・接着および活性酸素種の産生が有意に増加し、血管のずり応力が有意に
低下することが示唆されている (Ritter et al., 2008)。またいくつかの脳梗塞急性
期治療薬は老齢動物で薬効を示さず、このことが臨床で効果の認められなかっ



























 そこでまず、t-PA の評価が可能な動物モデルとして PIT モデルを選択した。













とから (Umemura et al., 1993, 1994, Matsuno et al., 1993)、PITモデルは t-PAと
TAK-937との併用効果を検討するのに適したモデルであると考えられる。 





 試験には、雄性 Jcl:SD ラット (日本クレア株式会社) を 7週齢で購入し、以下
に実験に供した。これらの動物は、室温 24 ± 1°C、湿度 55 ± 5%、照明時間 12





 薬物投与用カニューレは、上述 2.2.2 項に準じて t-PA および TAK-937 投与用
に左右の大腿静脈に留置した。 
 t-PA (1 mg≒60,000 unit) は、添付の溶解液により溶解・希釈し、総投与量が 3
および 10 mg/kg になるように、総投与液量の 20%を bolus 投与した後、インフ
ュージョンポンプを用いて大腿静脈に留置したカテーテルより、残りの 80%を
30 分間持続投与した。また vehicle 群には t-PA 製剤の添加物を考慮し、浸透圧
等に影響のない大塚生理食塩水 (大塚製薬) を t-PA投与群と同条件で投与した。 
 TAK-937は、上述 2.2.2 項と同様に 0.5 mg/mL溶液を調製し、5% HPBCDを用
27 
いて、25、75および 250 µg/mLの濃度になるように希釈した。薬液は上述 2.2.2
項の脳梗塞体積評価試験と同様に持続投与した。また、vehicle群には 5% HPBCD
を薬物投与群と同条件で投与した。 
3.2.3 光増感血栓性脳虚血モデルの作製  




裂の間に歯科用ドリルにて約 5 mm の楕円形の骨窓を作製した。MCA を確認後、
ローズベンガル (20 mg/kg) を尾静脈より投与した。その直後に、キセノンラン
プ冷光源 (浜松ホトニクス社製、L-4887) を用いて、骨窓の硬膜上より波長 540 
nm の緑色光を 10分間照射した。そして、嗅索上 (Olfactory Tract) を横切る MCA




た。また投与不備や、閉塞 48時間後の屠殺時にキセノンランプ照射部周辺に heat 
injury の見られたものおよび core 領域に相当する領域において梗塞の確認でき
なかったものについても除外した。 
3.2.4 脳梗塞体積の測定 




 測定値は vehicle 群に対する百分率を算出し、平均値 ± 標準誤差 (mean ± 
SEM) で示した。有意差検定は、各試験について各々以下のとおりに行った。t-PA
の用量依存性試験については、vehicle群に対して、片側 Shirley-Williams検定を、
TAK-937 の用量依存性試験では、vehicle 群に対して、片側 Williams 検定を用い
た。t-PAの至適投与タイミングの検討については、vehicle群に対して、Student’s 
t 検定あるいは Aspin-Welch検定を用いた。t-PAと TAK-937の併用投与の検討試
験において、vehicle群に対する t-PA単独投与群の梗塞体積縮小効果については
Student’s t 検定を、t-PA 単独投与群に対する t-PA+TAK-937 併用投与群の梗塞体
積縮小効果は、片側パラメトリック Williams検定を用いた。有意基準は、Student’s 
t 検定については危険率 5%未満 (P<0.05)、片側パラメトリック Williams 検定お
よび片側 Shirley-Williams 検定については危険率 2.5%未満 (P<0.025) とした。す





った。t-PAは、MCAO 処置 1時間後より 3 および 10 mg/kgを静脈内より投与し
た (Fig. 7A)。その結果、vehicle群 の 100.0 ± 2.9%に対し、t-PA 投与群の梗塞
体積は、81.0 ± 7.6% (3 mg/kg) および 71.3 ± 9.9% (10 mg/kg) であった (Fig. 
7B)。vehicle群に対して、t-PAは、いずれの用量においても有意 (P<0.025) な脳
梗塞体積縮小効果を示した。一方、t-PA 3 mg/kg投与群と 10 mg/kg 投与群の梗塞
体積では、両群間で顕著な差異は認められず、t-PAは 3 mg/kgでほぼ最大の薬効
が得られると判断された。このことから、以下の実験では t-PAの用量を 3 mg/kg
29 
sacrifice

























































Fig. 7. Effect of t-PA on infarct volume in rats with thrombotic MCAO 
Intravenous administration of t-PA was started 1 h after MCAO. t-PA was administered at 3 and 10 
mg/kg; 20% as a bolus and the remainder continuously infused over a period of 30 minutes (A). The 
effect of t-PA on infarct volume was examined 24 h after MCAO (B). The slices were stained with 
TTC 24 h after MCAO. Values of parentheses are the number of animals. Data are presented as mean 
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てから 1、1.5 あるいは 2 時間後より投与した (Fig. 8A)。その結果、vehicle 群 
(100.0 ± 8.1%) に対し、t-PA 投与群の梗塞体積は 74.5 ± 7.1% (1 時間後)、70.7 
± 20.3% (1.5時間後)、95.8 ± 13.6% (2 時間後) であった (Fig. 8B)。vehicle群












Fig. 8. Optimal administration timing of t-PA in rats with thrombotic MCAO 
t-PA was administered intravenously 1 h, 1.5 h or 2 h after MCAO at a total dose of 3 mg/kg, 20% as 
a bolus and the remainder continuously infused over a period of 30 minutes (A).The effect of t-PA on 
infarct volume was examined 24 h after MCAO (B). The slices were stained with TTC 24 h after 
MCAO. Values of parentheses are the number of animals. Data are presented as mean ± SEM. *P < 








































3.3.3 TAK-937 投与による脳梗塞体積縮小効果の用量依存性 
 PIT モデルにおいても TAK-937 が脳保護効果を示すか確認するために、本モ
デルにおける TAK-937 の用量依存性試験を行った。TAK-937 は、MCA を閉塞
してから 1時間後より投与した (Fig. 9A)。その結果、vehicle群の 100.0 ± 3.0%
に対し、TAK-937投与群の梗塞体積は、76.8 ± 3.7% (10 µg/kg/h) および 59.8 ± 

















Fig. 9. Effect of TAK-937 on infarct volume in rats with thrombotic MCAO 
Intravenous administration of TAK-937 was started 1 h after MCAO. TAK-937 was administered at 
10 and 30 µg/kg/h (A). The effect of TAK-937 on infarct volume was examined 24 h after MCAO 
(B). The slices were stained with TTC 24 h after MCAO. Values of parentheses are the number of 
animals. Data are presented as mean ± SEM. #P < 0.025 against the vehicle-treated group by 
one-tailed Williams test. 
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3.3.4 t-PAと TAK-937 との併用効果：脳梗塞体積縮小効果 
 t-PA および TAK-937 の脳梗塞体積の縮小効果を検討した。t-PA (3 mg/kg) は
MCAO処置 1時間後に静脈内より投与し、TAK-937はMCAO処置 1時間後から
24 時間後まで静脈内より持続投与した (Fig. 10A)。その結果、各群の梗塞体積
は vehicle群の 100 ± 3.8％に対し、t-PA単独投与群 84.8 ± 5.0%、TAK-937 30 
µg/kg/h + t-PA 群 (30 + t-PA群) 61.6 ± 8.6%および TAK-937 100 µg/kg/h + t-PA
群 (100 + t-PA群) 46.8 ± 6.4%であった (Fig. 10B)。vehicle群に対し、t-PA単独
投与群において有意な (P<0.05) 梗塞体積の縮小効果が認められ、本モデルにお
ける t-PAの脳梗塞体積縮小効果の再現性が確認された。また t-PA 単独投与群に
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Fig. 10. Effect of combined treatment with t-PA and TAK-937 on infarct volume in young-adult 
rats with thrombotic MCAO 
The both drugs were administered 1 h after MCAO. t-PA was administered intravenously as a 
bolus injection of 20% of total volume followed by continuous infusion of the remainder over a 
period of 30 min. The infusion of TAK-937 was terminated 24 h after MCAO. Infarct volume was 
determined with TTC staining 24 h after MCAO (A). In a combination study, TAK-937 at 30 and 
100 µg/kg/h combined with t-PA at 3 mg/kg augmented the effect of reduction of infarct volume, 
compared with t-PA alone (B). Data are indicated as the mean ± SEM. Statistically significant 
differences were indicated by a t test (*P < 0.05) against a corresponding vehicle-treated group or by 
a one-tailed Williams test (+P < 0.025) against a t-PA-treatment group. The number in parentheses 






 本併用実験を行うにあたり、まず t-PA の用量依存性を確認した。その結果、
t-PAの 3 mg/kgおよび 10 mg/kgは、両用量ともに脳梗塞体積を有意に縮小し、
その縮小率は両群間で顕著な差異は認められなかった。したがって、本モデル
における t-PA の脳梗塞体積縮小効果は 3 mg/kg で十分であると判断し、以下の
検討では、3 mg/kgの t-PAを用いた。臨床において t-PAは、欧米では 0.9 mg/kg、
日本では 0.6 mg/kgが用いられる (The National Institute of Neurological Disorders 
and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995, Yamaguchi et al., 2006)。しかしながら、
本検討も含め、他の報告でも動物実験においては臨床用量より高い 3 あるいは
10 mg/kgを用いて検討しているものが多い (Zhang et al., 2003, Meng et al., 1999, 
Maeda et al., 2002)。この理由として、本試験で使用したヒトリコンビナントの
t-PAは、ヒトでの活性を 100%とした場合、ラットでは約 10%程度の活性しか示
さず、種差が大きいことが報告されている (Korninger and Collen, 1981)。このた
め臨床用量と動物実験における用量とに乖離が生じたと推察される。 
 次に、本モデルにおける t-PAの投与タイミングについて検討した。その結果、




る t-PAの治療可能時間は 1時間であることが示唆された (Fig. 8B)。本モデルで
の t-PAの血流再開率は約 80％と報告されており (Matsuno et al., 1991)、本試験で
も血流再開による脳保護効果であることが示唆される。一方、本モデルにおい
て、TAK-937 は閉塞 1 時間後からの投与により有意かつ用量依存的な梗塞体積
を示した。また第 2 章に示すとおり、TAK-937 は p-MCAO、即ち血流が再開し
ない条件においても閉塞 1 時間後からの投与で用量依存的かつ有意な脳保護効
果を示すことを明らかとしている。以上から、TAK-937 は t-PA による血流再開
とは明らかに異なる作用により脳梗塞を縮小することが示唆される。 
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 次に TAK-937と t-PAの併用条件に対する影響を検討した。なお TAK-937の用
量は TAK-937 の用量依存性 (Fig.9B) および第 2 章に示す p-MCAO モデルにお
ける用量依存性の (Fig.4Bおよび 5B-D) 結果から、確実に TAK-937 の薬効が確
認できると判断された 30 および 100 µg/kg/h に設定した。その結果、t-PAおよ
び TAK-937 併用投与群は、t-PA 単独投与群に対し、有意な脳梗塞体積の縮小効



















(Budd et al., 1998, Mori et al., 2004)、スーパーオキシド等の活性酸素種による酸化






産生量は、脳梗塞発症後の約 6 時間後にはピークに達し、その後数日から 1 週
間まで高いレベルを維持することが報告されている (Nilupul et al., 2006)。また中
大脳動脈を閉塞したラットに IL-1β や TNF-α を脳室内に投与すると脳梗塞が増
大すること、逆に中和抗体を投与することで、脳障害を抑制することが報告さ
れている (Barone et al., 1997, Yamasaki et al., 1995)。さらに血液中の IL-6産生量




 また第 3章において TAK-937は t-PAと併用することにより、t-PA 単独投与に
対して、有意な脳保護効果を示した。一般に閉塞血管が再開通されると、再灌
流障害が惹起されることが知られており、再灌流障害は炎症性サイトカインな

















 薬物投与用カニューレの留置、TAK-937 の調製および投与は、上述 2.2.2項に
準じて行い、投与は再灌流直後より開始した。また、対照群には 5% HPBCD を
薬物投与群と同条件で投与した。AM251 は、15 mg/mL となるように 0.5%メチ
ルセルロース (和光純薬工業株式会社) を用いて懸濁した。この懸濁液を再灌流




 中大脳動脈閉塞・再灌流モデルは Zea Longaらの方法を一部改変して作製した 











 直腸温の測定は、MCA閉塞前、再灌流直前、MCAO閉塞 5、7 および 24時間
後において、physitemp (ニューロサイエンス) を用いて測定した。 
4.2.5 脳梗塞体積の測定 
上述 2.2.6 項に準じて、MCAO 処置 24 時間後に脳を摘出し、脳梗塞体積の評価
を行った。 
4.2.6 脳組織サンプルの調製 
 脳組織中の IL-1β および TNF-α含量の経時的変化においては MCAO処置 4、6
および 10時間後に、その他の検討においては MCAO処置 10時間後にラットを
39 
屠殺し、脳を摘出した。脳を摘出後、ブレインスライサーを用いて氷冷下で前
脳先端より終脳側へ 4 mm の位置から厚さ 6 mm の切片を作製した。切片は、氷
冷下にて健常側と虚血側に分け、それぞれの湿重量を測定した。湿重量の 4 倍
量の Calibrator Diluent (R&D system 社) を添加し、脳組織をホモジナイズした。
脳ホモジネートは、10,000 g x 20 min (4°C)で遠心し、上清をサンプルとして回収、
測定まで-80°Cで保存した。回収したサンプル中の IL-1β、TNF-αおよび IL-6は、
ELISA kit (Quantikine®: R&D system 社) を用いて、定法に従い定量した。 
4.2.7 統計解析 
 測定値は、平均値 ± 標準誤差 (mean ± SEM) で示した。有意差検定は、以
下のとおりに行った。 
 TAK-937の脳保護作用に対する AM251による拮抗実験においては、対照群に
対する TAK-937投与群、AM251投与群および TAK-937 + AM251 併用投与群の
有意差検定は、Aspin-Welch検定を用い、有意基準は危険率が 5%以下 (P<0.05) と
した。TAK-937投与群に対する、AM251投与群および TAK-937 + AM251 併用投
与群の有意差検定は、Student’s t-test を用い、有意基準は危険率が 5%以下 
(P<0.05) とした。 
 TAK-937 の炎症性サイトカイン産生の抑制作用の用量依存性について、対照
群における健常側脳に対する虚血側脳の IL-1β および IL-6 の含量の有意差検定
は、Aspin-Welch検定を用い、有意基準は危険率が 5%以下 (P<0.05) とした。同
条件での TNF-α については健常側脳における含量が検出限界以下であったため、
統計解析は行わなかった。また虚血側脳の対照群と TAK-937 投与群間の差につ
いて、IL-1β および IL-6 は片側パラメトリック Williams 検定を、TNF-α につい
ては片側 Shirley-Williams 検定を用いて有意差検定を行った。有意基準は危険率
が 2.5%以下 (P<0.025) とした。 
 TAK-937の炎症性サイトカイン産生抑制作用に対するAM251による拮抗実験
において、対照群に対する TAK-937 投与群、 AM251 投与群および
TAK-937+AM251投与群の有意差検定は、IL-1β については Student’s t 検定を、
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TNF-α については Aspin-Welch 検定を用いて行い、有意基準は危険率が 5%以下 
(P<0.05) とした。TAK-937投与群に対する、TAK-937+AM251投与群の有意差検
定は、IL-1β については Student’s t 検定を、TNF-αについては Aspin-Welch検定
を用いて行い、有意基準は危険率が 5%以下 (P<0.05) とした。すべての統計解
析はSAS 前臨床パッケージ version 5.0 (SAS institute, Japan) を用いて実施した。 
4.3. 結果 
4.3.1 CB1 受容体拮抗薬 AM251 による TAK-937 の脳保護効
果の阻害作用 
 はじめに中大脳動脈閉塞再灌流モデルにおける TAK-937 の薬効および
TAK-937の薬効に対する CB1受容体の関与を検討した。TAK-937 (100 µg/kg/h) 
は、MCAO 処置 2 時間後の再灌流直後に投与を開始し、MCAO 処置 24 時間後
まで持続投与した。AM251 (30 mg/kg) はMCAO処置 1.5時間後に腹腔内投与し
た (Fig. 11A)。その結果、直腸温はMCAO処置 7時間後 (投与 5時間後) にもっ
とも低下し、その時点での各群における直腸温はそれぞれ、38.4 ± 0.1°C (vehicle
群)、33.9 ± 0.4°C (TAK-937投与群)、38.7 ± 0.1°C (AM251 投与群) および 38.5 ± 
0.2°C (TAK937+AM251 併用投与群) であった (Fig. 11B)。これより、TAK-937
は中大脳動脈閉塞再灌流モデルにおいても体温低下を示し、この低下は AM251
により拮抗された。 
 各群の梗塞体積は vehicle群 の 100.0 ± 11.2% に対して、それぞれ、25.4 ± 7.2% 
(TAK-937 投与群 )、117.2 ± 10.7% (AM251 投与群 ) および 97.5 ± 12.1% 
(TAK937+AM251併用投与群) であった (Fig. 11C)。本モデルにおいて TAK-937
















































































Fig. 11. Reversal of protection of TAK-937 by AM251, a CB1 antagonist, after transient 
MCAO in rats. 
Infusion of TAK-937 (100 µg/kg/h) or vehicle was started just after the reperfusion. AM251 (30 
mg/kg) or vehicle was intraperitoneally injected 30 min before the reperfusion. Brains were isolated 
after 2 h-MCAO and 22 h-reperfusion (A). AM251 fully reversed the hypothermic (B) and 
protective (C) effect of TAK-937. Data are indicated as the mean ± SEM. Significant differences 
from vehicle-treated group is indicated by ***P < 0.001 (Aspin-Welch test) and significant 
difference from TAK-937-treated group is indicated by ###P < 0.001 (Student’s t-test). The number 





6 および 10 時間後における脳内の IL-1β および TNF-α を測定した (Fig. 12A)。
IL-1β について、健常側での MCAO 処置 4、6 および 10 時間後の産生量はそれ
ぞれ、206.8 ± 24.7、248.1 ± 93.8 および 221.0 ± 27.8 pg/g tissue であり、いずれの
時点においても産生量に変化はなかった。一方、MCAO 処置 4、6 および 10 時
間後における虚血側での脳内 IL-1β 産生量はそれぞれ、774.7 ± 115.2、810.2 ± 38.6
および 2678.5 ± 78.0 pg/g tissue であった (Fig. 12B)。 
 TNF-α について、健常側での産生量はいずれの時点においても検出限界以下
であった。一方、虚血側での虚血 4、6 および 10 時間後の産生量はそれぞれ、
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Fig. 12. Time-dependent change of IL-1β and TNF-α protein levels in transient MCAO model 
in rats. 
Brain samples were obtained 4, 6 and 10 h after transient MCAO in rats (A). The content of IL-1β 
and TNF-α in brain tissue was determined with ELISA kit. IL-1β (B) and TNF-α (C) protein levels 
were remarkably increased 10 h after MCAO. Data indicated as the mean ± SEM. n=3 
4.3.3 中大脳動脈閉塞再灌流モデルにおけるTAK-937による
炎症性サイトカインの産生抑制作用 
 MCAO 処置 10 時間後において脳を摘出し、脳内の IL-1β、TNF-α および IL-6
産生量に対する TAK-937 の作用を検討した (Fig. 13A)。健常側での IL-1β 産生量
は、vehicle 投与群および TAK-937 (30および 100 µg/kg/h) 投与群においてそれ
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ぞれ、303.6 ± 42.9、181.4 ± 10.9 および 151.8 ± 27.3 pg/g tissue であった。一方、
虚血側における IL-1β 産生量は、vehicle 投与群および TAK-937 (30 および 100 
µg/kg/h) 投与群において、それぞれ 2245.3 ± 409.9、1590.7 ± 301.7 および 1022.6 
± 133.4 pg/g tissueであった (Fig. 13B)。 
 健常側において TNF-α 産生量は、いずれの群においても検出限界以下であっ
た。一方虚血側における TNF-α産生量は、vehicle 投与群および TAK-937 (30お
よび 100 µg/kg/h) 投与群においてそれぞれ、224.6 ± 86.1、86.9 ± 29.4 および 34.1 
± 22.8 pg/g tissueであった (Fig. 13C)。 
 健常側における IL-6産生量は、vehicle 投与群および TAK-937 (30および 100 
µg/kg/h) 投与群においてそれぞれ 151.6 ± 6.9、96.6 ± 3.7 および 101.8 ± 2.9 pg/g 
tissue であった。一方虚血側における IL-6 産生量は、vehicle 投与群および
TAK-937 (30および 100 µg/kg/h) 投与群においてそれぞれ、548.3 ± 98.7、278.6 ± 
64.0および 191.4 ± 34.0 pg/g tissueであった (Fig. 13D)。 
 MCAO 処置により IL-1β、TNF-α および IL-6 の産生が増加し、TAK-937 はこ






























































































































































































Fig. 13. Effect of TAK-937 on cytokine production after transient MCAO in rats 
Intravenous administration of TAK-937 at 30 or 100 µg/kg/h, or vehicle was started immediately 
after reperfusion and continued till 8 h after reperfusion (A). The content of IL-1β, TNF-α and IL-6 
in brain tissue was determined with ELISA kit. TAK-937 reduced the content of IL-1β (B), TNF-α 
(C) and IL-6 (D) in brain tissue. Values of parentheses are the number of animals. Data are 
represented as mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 ipsilateral vs. contralateral in vehicle-treated 
group by Aspin-Welch test. #P < 0.025 against ipsilateral in vehicle-treated group by one-tailed 




おける CB1 受容体の関与 
 TAK-937 の炎症性サイトカイン産生抑制作用が CB1 受容体を介しているかを
調べるために、CB1 受容体の選択的拮抗薬である AM251を用いて検討した。Fig. 
14A に示すタイムスケジュールにて各化合物の投与、体温測定および脳の摘出
を行った。 
 健常側における IL-1β 産生量は、vehicle 群、TAK-937 投与群、AM251 投与群
および TAK-937 + AM251 投与群においてそれぞれ、326.1 ± 37.1、106.2 ± 27.9、
357.6 ± 74.8 および 460.0 ± 118.3 pg/g tissue であり、虚血側での産生量はそれぞれ、
2017.4 ± 172.3、1271.9 ± 217.3、1850.4 ± 183.0 および 2196.5 ± 240.0 pg/g tissue で
あった (Fig. 14B)。 
 また TNF-α について、健常側における産生量は、いずれの群でも検出限界以
下であったが、虚血側での産生量はそれぞれ、334.9 ± 71.9、104.9 ± 27.7、207.3 ± 
50.3および 378.1 ± 73.5 pg/g tissue であった (Fig. 14C)。 
4.3.3 の結果と同様に TAK-937 は IL-1β および TNF-α の産生増加を有意に 
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Fig. 14. Effect of AM251, a CB1 receptor antagonist, on the inhibitory effects of TAK-937 on 
cytokine production in rats subjected to transient MCAO 
TAK-937 (100 µg/kg/h) was infused intravenously for 8 h immediately after reperfusion and AM251 
(30 mg/kg) was administered intraperitoneally 30 minute before reperfusion (A). The content of 
IL-1β and TNF-α was determined with ELISA kit. TAK-937 reduced the production of IL-1β (B) 
and TNF-α (C) and the reducing effect of TAK-937 on IL-1β and TNF-α was reversed by AM251. 
Values of parentheses are the number of animals. Data are represented as mean ± SEM. *P < 0.05, 
**P < 0.01 vehicle-treated group vs. TAK-937-treated group by Student’s t-test (IL-1β) or 
Aspin-Welch test (TNF-α). #P < 0.05, ##P < 0.01 TAK-937-treated group vs. combined treatment of 
TAK-937 and AM251 by Student’s t-test (IL-1β) or Aspin-Welch test (TNF-α). N.D.: not detectable 
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4.4. 考察 
 p-MCAO モデルと同様に、TAK-937 はラット中大脳動脈閉塞再灌流モデルに
おいて有意な脳梗塞体積の縮小効果を示した。また本試験において、TAK-937
による脳梗塞体積の縮小効果は、CB1 受容体拮抗薬である AM251 により完全に
拮抗された。AM251 は (CB1受容体に対する Ki 値；7.49 nM, CB2 受容体に対す
る Ki 値；2290 nM) CB1 受容体に対する親和性が CB2 受容体に対するものより
約 300倍高いと報告されている (Lan et al., 1999)。したがって、今回の実験条件
における TAK-937の脳保護効果は、主に CB1 受容体を介していることが示唆さ
れた。一方で AM251 単独投与群では、vehicle 群に対して、20%程度脳梗塞が増
悪する傾向が認められた。CB1 ノックアウトマウスにおいて脳梗塞が増悪する





と同様に脳梗塞急性期の患者において、IL-1β、TNF-αおよび IL-6 は発症約 4時
間後から産生が増加し、発症 24時間以内にピークを迎えることが報告されてい
る (Nilupul et al., 2006)。これより、炎症性サイトカインの産生は脳障害に先行し
て誘導され、脳梗塞の障害の原因の一つである可能性が高いことが推察される。 











 一方で、末梢性の免疫細胞に発現する CB2 受容体は、免疫細胞において炎症





用に CB2 受容体が関与する可能性は低いことが示唆される。また既報において 
(Liu et al., 1994, Wang et al., 1994)、免疫組織化学的手法により、脳梗塞初期にお
いて TNF-α がアストロサイトではなく、神経線維に発現することが示唆されて
いる。さらに脳梗塞の病態において、グリオーシスが認められるのは虚血 2～3






TAK-937 によるこれら炎症性サイトカインの産生抑制作用は CB1 受容体を介し
た反応であることが強く示唆される。 
 既報において我々は、TAK-937 は低体温作用を示すこと、およびこの低体温
作用が脳保護作用の一端を担っていることが明らかにした (Suzuki et al., 2012b)。
本試験で認められた炎症性サイトカインの産生抑制作用に低体温作用がどれほ
ど寄与するかは明らかとなっておらず、これは今後の課題であるが、脳梗塞に
おいて低体温が脳保護効果を示すこと (Bernard et al., 2002, Shankaran et al., 2005, 
The Hypothermia After Cardiac Arrest Study Group, 2002)、およびこの脳保護効果に

















動薬は p-MCAO モデルにおいて脳梗塞発症後 5 時間という広い治療可能時間を




















第 6章 結語 
1, CB受容体作動薬は、p-MCAOモデルにおいて用量依存的な脳保護効果を示す。 
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